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Abstract of FR2826454 

The invention relates to the use of a particular polymer for the production of analysis cards, said polymer 
having the following properties:- said polymer has a glass transition temperature less than 60 DEG C, - in 
the absence of any functional isation said polymer is hydrophobic and, for the purpose envisaged, said 
polymer is mass functionalised by reactive hydrophilic functions, or reactive hydrophilic function pre- 
cursors. The application of said polymer permits the simple monitoring of the properties of the surface of 
said analysis card and, in particular, the support thereof and to modify said properties on the monitored 
areas. The invention further relates to analysis cards, the support of which is made from said polymer and 
a method for modifying the surface properties of said support. 
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CARTES D'ANALYSE. 

(§f) L'invention concerne I'utilisation d'un polymere parti- 
culier pour la fabrication de cartes d'analyses, ledit polyme- 
re ayant les proprietes suivantes: 

-ce polymere possede une temperature de transition vi- 
treuse inferieure a 60*C, 

- en I'absence de fonctionnalisation, ce polymere est hy- 
drophobe, et 

- pour ('application envisagee, il est fonctionnalise dans 
sa masse par des fonctions hydrophiles reactives ou gene- 
ratrices de fonctions hydrophiles reactives. 

L'utilisation d'un tel polymere permet de controler facile- 
ment les proprietes de surface de la carte d'analyse et en 
particulier de son support, et de modifier ces proprietes sur 
des zones controlees. 

La presente invention a egalement pour objet les cartes 
d'analyses dont le support est fabrique a partir d'un tel poly- 
mere et un precede pour modifier les proprietes de surface 
de ce support. 
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La presente invention concerne le domaine technique des materiaux polymeres 
utilises pour la fabrication de cartes d'analyse. 

Les cartes d ! analyse permettent l'analyse d'un ou plusieurs echantillons liquides 
difTerents, dans lequel on cherche a identifier un on plusieurs analytes, selon tous les 
processus simples ou complexes d'analyse mettant en jeu un ou plusieurs reactifs 
diflerents selon la nature chimique, physique ou biologique du ou des analytes 
recherches. Les cartes d'analyse ne sont pas, en general, limitees a un analyte 
particulier, la seule condition requise est que l'analyte soit distribue dans Techantillon 
a analyser en suspension ou en solution. En particulier, le processus d'analyse mis en 
ocuvrc peut etre effectue, sous forme homogene, heterogene ou mixte. 

Unc carte d'analyse peut, par exemple, permettre l'analyse biologique, d'un ou 
plusieurs ligands, necessitant pour leur detection et/ou leur quantification, 
Tutilisation d'un ou plusieurs anti-ligands. Aussi, dans ce cas, les cartes d'analyse 
presentcnt en surface des ligands biologiques possedant au moins un site de 
reconnaissance leur permettant de reagir avec une molecule cible d'interet 
biologique. 

Un exemple ^application des techniques d'analyse concerne les immuno 
essais, quelque soit leur format, par analyse directe ou par competitioa 

Un autre exemple ^application concerne la detection et/ou la quantification 
d'acides nucleiques comprenant 1'ensemble des operations necessaires a cette 
detection et/ou cette quantification a partir d'un prelevement quelconque contenant 
les acides nucleiques cibles. Parmi ces differentes operations, on peut citer la lyse, la 
fluidification, la concentration, les etapes ^amplification enzymatique des acides 
nucleiques, les etapes de detection incorporant une etape dliybridation utilisant par 
exemple une puce a ADN ou une sonde marquee. Les demandes de brevet publiees 
sous les numcros WO 97/02 357 et WO 00/40 590 expliquent differentes etapes 
necessaires dans le cas d'analyse d'acides nucleiques. 

En terme de realisation, ces cartes d'analyse peuvent se presenter sous 
differentes formes, par exemple carree, rectangulaire ou circulaire. Ces cartes sont 
constitutes d'un support et eventuellement d'un couvercle, le support etant muni 
d'une pluralite de puits et/ou canaux dans lesquels les differents processus d'analyse 
sont mis en ceuvre. Les supports des cartes d'analyse et des biopuces sont en general 
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realises par usinage de materiaux choisis parmi le verre, le quartz, le silicium, 
eventuellement revetu d'une couche d'oxyde ou de nitrure (WO 93/09 668) ou bien 
dans des polymeres du type polystyrene (FR 2 790 686). II est egalement envisage 
dans la demande de brevet publiee sous le nurnero WO 99/58 245 d'utiliser des 
5 materiaux plastiques du type polycarbonate ou polymere hydrocarbone comme les 
polyolefmes, presentant une surface hydrophobe. Pour controler la fluidique des 
echantillons a analyser, ces materiaux sont modifies chimiquement ou physiquernent, 
par exemple, sous Taction d'un greffage ou d'un traitement plasma, pour creer des 
zones hydrophiles et ainsi modifier les caracteristiques de surface du materiau. 
10 En effet, pour les applications ci-dessus mentionnees, il est tres important de 

controler le caractere hydrophile/hydrophobe des canaux presents sur les supports de 
ces cartes d'analyse, afin notamment : 

- d'eviter la formation de bulles durant le transport de fluides dans ces canaux, 

- d'eviter les pertes de liquide dues a des interactions trop fortes entre le fluide et4a 
1 5 nature de la surface des canaux, 

- d'eviter Tadsorption sur les parois des molecules biologiques que Ton desire 
transporter. 

Aussi, la presente invention concerne l'utilisation nouvelle d'un materiau 
polymere particulier pour la fabrication de cartes d'analyse, caracterisee en ce que le 
20 polymere : 

- a une temperature de transition vitreuse inferieure a 60°C, de preference inferieure 
a 37°C, et preferentiellement inferieure a 20°C, 

- est hydrophobe en Tabsence de fonctionnalisation, et 

- est fonctionnalise dans sa masse par des fonctions hydrophiles reactives, ou 
25 generatrices de fonctions hydrophiles reactives. 

L'utilisation des proprietes intrinseques de ce materiau permettent de modifier 
simplcmcnt les caracteristiques de sa surface, en modifiant localement son caractere 
hydrophobe/hydrophile. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir des cartes 
30 d'analyse qui soient simples, econorniques et industrielles. 

La presente invention a egalement pour objet les cartes d'analyse dont le 
support est fabrique a partir d'un tel polymere. 
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Un autre objectif essentiel est de fournir un procede simple et economique 
permettant de modifier la surface de certains puits ou canaux du support de ladite 
carte, en faisant circuler un fluide approprie. 

La presente invention a done pour objet un procede pour modifier, au moins en 
partie, la surface du polymere constitutif du support d'une carte d'analyse selon 
Tinvention, ce procede mettant en oeuvre une 6tape de traitement de ladite surface, 
realisee a une temperature superieure a la temperature de transition vitreuse du 
polymere, avec un milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec 
les fonctions hydrophiles reactives, cette etape de traitement entrainant la migration 
en surface des fonctions hydrophiles reactives presentes dans la masse du polymere 
et, eventuellement, leur hydrolyse en d'autres fonctions hydrophiles reactives. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir un procede 
simple permettant de creer localement des zones hydrophobes ou hydrophiles, dans 
certains puits ou canaux du support de la carte d'analyse; 

Selon un autre de ses aspects, Tinvention a done egalement pour objet un 
procede pour modifier localement la surface du polymere constitutif du support 
d'une carte d'analyse selon Tinvention. Ce procede consiste notamment a realiser : 

- des zones hydrophobes en surface du polym&re en effectuant sur les zones a 
modifier : 

(1) une etape de traitement de ladite surface, realisee a une temperature 
superieure a la temperature de transition vitreuse du polymere, avec un 
milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les 
fonctions hydrophiles reactives, cette etape de traitement entrainant la 
migration en surface des fonctions hydrophiles reactives presentes dans 
la masse du polymfere et eventuellement, leur hydrolyse en d'autres 
fonctions hydrophiles reactives, suivie, 

(2a) d'une etape de greffage chimique, sur les fonctions hydrophiles reactives 
presentes en surface, de groupements hydrophobes, 

- des zones hydrophiles en surface du polymere en effectuant sur les zones a 
modifier : 

(1) une etape de traitement de ladite surface, realisee a une temperature 
superieure a la temperature de transition vitreuse du polymere, avec un 
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milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les 
fonctions hydrophiles reactives, cette etape de traitement entrainant la 
migration en surface des fonctions hydrophiles reactives presentes dans 
la masse du polymere et eventuellement, leur hydrolyse en d'autres 
fonctions hydrophiles reactives, suivie eventuellement, 
(2b) d'une etape de greffage chimique, sur les fonctions hydrophiles reactives 

presentes en surface, de ligands biologiques. 
Diverses autres caracteristiques ressortent de la description faite ci-dessous, en 
reference aux dessins annexes. 

La fig. 1 represente une vue de dessus d'un support de carte d'analyse muni 
d ! une pluralite de puits a fond ronds. 

La fig. 2A represente une vue de dessus d'un support de carte d'analyse muni 
de canaux paralleles et la fig. 2B une vue laterale en coupe. 

La fig. 3 represente une vue schematique de dessus d'un embranchement entre 
canaux. 

La fig. 4 represente les resultats de detection colorimetrique sous forme 
d'histogrammes, obtenus lors d'un test ELOSA. 

L'objet de l'invention concerne l'utilisation d'un polymere particulier pour la 
fabrication de cartes d'analyses, ledit polymere ayant les proprietes suivantes : 

- ce polymere possede une temperature de transition vitreuse inferieure a 
60°C, de preference inferieure a 37°C, et preferentiellement inferieure a 
20°C, 

- en l'absence de fonctionnalisation, ce polymere est hydrophobe, et 

- pour Tapplication envisagee, il est fonctionnalise dans sa masse par des 
fonctions hydrophiles reactives ou generatrices de fonctions hydrophiles 
reactives. 

L'utilisation d'un tel polymere permet de controler facilement les proprietes de 
surface de la carte d'analyse et en particulier de son support, et de modifier ces 
proprietes sur des zones controlees. 

En effet, les polymeres utilises sont, en l'absence de fonctionnalisation, des 
polymeres hydrophobes. De plus, a une temperature superieure a leur temperature de 
transition vitreuse, les chaines des polymeres utilises possedent une grande mobilite. 
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Cette propriete est connue et est deja utilisee, par exemple dans les phenomenes 
d'adhesion. Aussi, a une temperature superieure a leur temperature de transition 
vitreuse, si la surface du polymere est mise en contact avec un milieu susceptible de 
creer des interactions acido-basiques avec les fonctions hydrophiles reactives ou 
generatrices de fonctions hydrophiles reactives presentes dans le polymere, ces 
fonctions vont migrer de la masse du polymere a caractere plutot hydrophobe, vers sa 
surface. Les groupements hydrophiles, alors presents en surface, viennent du 
materiau lui-meme et non d'un traitement chimique ou physique exterieur. Ainsi, a la 
difference des surfaces de silicium ou de polymere de type polystyrene utilisees 
jusqu'a present, qui necessitent des traitements assez lourds destines a promouvoir 
leur reactivite, notamment des traitements physiques tels que le traitement plasma, le 
flammage, ou des traitements chimiques tels que le greffage, les polymeres utilises 
dans la presente invention possedent des proprietes intrinseques qui permettent de 
modifier simplement leur surface. 

Pour la presente invention, la technique de reference de la mesure de la 
transition vitreuse (Tg) est decrite dans « Technique de PIngenieur », volume AM2, 
numero AM 3274. 

Comme exemple de fonctions hydrophiles selon 1'invention, on peut citer les 
groupements hydrazino, imino, azido, thiophosphate, hydrazono, sulfamoyle, 
thiocarboxy, amide eventuellement substitue, triazano, triazeno, amido, 
semicarbazono, carbamoyle, cyano, alkylthio, arylthio, sulfate, sulfonate, phosphate, 
anhydride, epoxyde, acide carboxylique, hydroxyle ou amine... 

Les fonctions du type anhydride, epoxyde, acide carboxylique (-COOH), 
hydroxyle (-OH) ou amine primaire (-NH 2 ) sont des fonctions hydrophiles reactives 
preferees. Ces fonctions ont 1'avantage de permettre ulterieurement le greffage de 
molecules hydrophobes ou de ligands biologiques. 

L'utilisation des polymeres fonctionnalises en masse permet d'une part, 
d'avoir un potentiel de fonctions disponibles plus important que dans le cas d'une 
simple fonctionnalisation de surface et d'autre part, d'utiliser une plus grande 
diversite de fonctions hydrophiles par rapport aux traitements physiques, tel que le 
traitement plasma. 
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La presente invention a egalement pour objet les cartes d'analyse dont le 
support est fabrique a partir d ! un tel polymere. 

D'une maniere generate, le circuit fluidique des cartes d ! analyse selon 
l'invention comprend des elements tels que des canaux ou microcanaux, des vannes 
5 ou des intersections de canaux (en forme de T, en forme de Y ou en forme de croix), 
des parties de circuit qui autorisent l'incubation (des puits ou des canaux serpentant) 
ou la separation (des longueurs de canaux equivalents a des colonnes par exemple). 

La fig. 1 est une vue de dessus d'un exemple simple d'un support 1 de carte 
d'analyse muni d'une pluralite de puits 2 a fond rond. Ce support de dimension 
10 65x35x4 mm 3 possede des puits en forme de demi sphere de 5 mm de diametre sur 
une profondeur de 2,5 mm. 

Les fig. 2A et 2B represented une autre variante simple d'un support 1 de 
carte d'analyse muni de canaux paralleles 3. Ce support de dimension 65x35x4 mm 3 
possede des canaux en forme de demi cylindre de 2 mm de diametre sur une 
1 5 profondeur de 1 mm. 

En fonction du type d'analyse effectuee sur la carte, la forme des cartes 
d'analyse peut varier. Les cartes d'analyse selon Tinvention peuvent utiliser un 
principe de separation par electrophorese capillaire. 

Selon une autre variante de realisation des cartes, les fluides sont achemines, 
20 non plus electriquement mais par un systeme de pompe exterieur ou integre, de vide, 
de pousse-seringue, ou par la force centrifuge comme dans le systeme decrit, par 
exemple, dans la demande de brevet publiee sous le numero WO 99/58 245. 

Un autre exemple de carte d'analyse est celui presente dans les brevets 
US 5,766,553 et US 4,318,994. Ces cartes consistent en une soixantaine de puits, 
25 tous relies a une entree commune par un ensemble de microcanaux. Ces puits sont 
tous remplis simultanement par une mise sous vide suivie d'un retour a pression 
atmospherique. 

Les cartes d r analyses peuvent etre obtenues par moulage de precision de ces 
dits polymeres mais toute autre methode de fabrication et notamment celles utilisees 
30 dans les techniques des semi-conducteurs, comme celles decrites dans les demandes 
de brevet publiees sous les numeros WO 97/02 357 et WO 00/78 452, sont utilisables 
pour la fabrication de ces cartes d'analyse. 
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Selon un mode de realisation particulier de Tinvention, Ies polymeres utilises 
pour fabriquer les cartes d'analyse presentent une temperature de transition vitreuse 
inf6rieure k 20°C. Ainsi, le polymere est caoutchoutique et ses chaines sont mobiles, 
a temperature ambiante. 

Par polymere hydrophobe en Tabsence de fonctionalisation, on entend par 
exemple des polymeres dont Tangle de contact avec Teau est superieur ou egal a 90°. 
Ces angles de contact sont, par exemple, determines en deposant, a Paide d'une 
microseringue, une goutte d'eau sur la surface plane du polymere a etudier, puis 
Tangle de contact est mesure a partir des dimensions de la goutte, selon une methode 
bien connue de Thomme de Tart. 

Les polyolefines fonctionnalisees, et en particulier le polyethylene ou le 
polypropylene fonctionnalise sont des exemples de polymeres utilises selon la 
presente invention. 

En particulier, le polyethylene ou le polypropylene fonctionnalise par de Tacide 
acrylique, ou de preference de Tanhydride maleique est utilise. Avantageusement le 
polymere utilise contient jusqu'a*2%, de preference jusqu'a 0,3% en poids 
d'anhydride maleique, 

D'autres polymeres tels que le polyethylene imine (PEI), le 
polyethylenevinylacetate (PEVA), des terpolymeres Methylene, d'esters acryliques et 
de methacrylate de glycidyle ou d'anhydride maleique, commercialises 
respectivement par la societe ATOFINA sous les noms LOTADER® et OREVAC® 
peuvent egalement etre mis en oeuvre. 

La presente invention a egalement pour objet un procede pour modifier, au 
moins en partie, la surface du polymere constitutif du support dWe carte d'analyse 
selon Tinvention. Ledit proc6d6 comprend une etape de traitement de ladite surface, 
realisee a une temperature superieure a la temperature de transition vitreuse du 
polymere, avec un milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec 
les fonctions hydrophiles reactives, cette etape de traitement entrainant la migration 
en surface des fonctions hydrophiles reactives presentes dans la masse du polymere 
et eventuellement, leur hydrolyse en d'autres fonctions hydrophiles reactives. 

Comme milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les 
fonctions hydrophiles reactives, on pourra citer, a titre non limitatif, le glycerol ou 
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Tethylene glycol, ou de preference des milieux polaires ou hydrophiles, comme par 
exemple, Teau ou un liquide contenant au moms 50 % en poids d'eau, tel qu'un 
melange eau/solvant organique comme le dimethylsulfoxyde. 

Selon la presente invention, il est done tres simple de modifier le caractere 
5 hydrophobe/hydrophile de la surface du support des cartes d'analyse, le traitement 
etant effectue en faisant circuler ou en mettant en contact la surface avec un milieu 
susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les fonctions hydrophiles 
reactives, pendant 1 a plusieurs heures, par exemple 15 heures. En effet, le simple 
contact de la surface du polymere avec un milieu susceptible de creer des 

10 interactions acido-basiques avec les fonctions hydrophiles reactives, et en particulier 
avec un milieu polaire ou hydrophile, entraine la migration des chaines hydrophiles 
presentes dans la masse du polymere, en surface de celui-ci. Dans le cas particulier 
des polyolefines greffees a Tanhydride maleique, lorsque un liquide polaire tel que 
l'eau est utilise, cette migration s'accornpagne d'une hydrolyse de certaines fonctions 

15 anhydride en fonctions -COOH. 

Ce traitement peut etre suivi par une etape de greffage chimique sur les 
fonctions hydrophiles reactives presentes en surface, de ligands biologiques. Cette 
etape de greffage peut etre precedee d'une etape deactivation des fonctions 
hydrophiles reactives presentes en surface. 

20 Par ligand biologique, on entend un compose qui possede au moins un site de 

reconnaissance lui permettant de reagir avec une molecule cible d'interet biologique. 
A titre d'exemple on peut citer, comme ligands biologiques, les polynucleotides, les 
antigenes, les anticorps, les polypeptides, les proteines et les haptenes. 

Le terme "polynucleotide" signifie un enchainement d'au moins 2 

25 desoxyribonucleotides ou ribonucleotides comprenant eventuellement au moins un 
nucleotide modifie, par exemple au moins un nucleotide comportant une base 
modifiee tel que Tinosine, la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5- 
desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou 
toute autre base modifiee permettant Thybridation. Ce polynucleotide peut aussi etre 

30 modifie au niveau de la liaison internucleotidique comme par exemple les 
phosphorothioates, les H-phosphonates, les alkyl-phosphonates, au niveau du 
squelette comme par exemple les alpha-oligonucleotides (FR 2 607 507), ou les PNA 
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(Egholm M. et al y J. Am. Chem, Soc.,1992, 114, 1895-1897), ou les 2-O-alkyl 
ribose, ou les LNA (de l'anglais « Loked Nucleic Acids », decrits notamment dans la 
demande de brevet publiee sous le numero WO 00/66 604). Chacune de ces 
modifications peut etre prise en combinaison. Le polynucleotide peut etre un 
5 oligonucleotide, un acide nucleique naturel ou son fragment comme un ADN, un 
ARN ribosomique, un ARN messager, un ARN de transfert, un acide nucleique 
obtenu par une technique ^amplification enzymatique. 

Par "polypeptide", on entend un enchainement d'au moins deux acides amines. 
Par acides amines, on entend les acides amines primaires qui codent pour les 
10 proteines, les acides amines derives apres action enzymatique comme la trans A- 
hydroxyproline et les acides amines naturels mais non presents dans les proteines 
comme la norvaline, la W-methyl-L-leucine, la staline (Hunt S. dans Chemistry and 
Biochemistry of the amino acides, Barett G.C., ed., Chapman and Hall, London, 
1985), les acides amines proteges par des fonctions chimiques utilisables en synthese 
15 sur support solide ou en phase liquide et les acides amines non naturels. 

Le terme "haptene" designe des composes non immunogenes, c'est-a-dire 
incapables par eux-memes de promouvoir une reaction immunitaire par production 
d'anticorps, mais capables d'dtre reconnus par des anticorps obtenus par 
immunisation d'animaux dans des conditions connues, en particulier par 
immunisation avec un conjugue haptene-proteine. Ces composes ont generalement 
une masse moleculaire inferieure a 3000 Da, et le plus souvent inferieure a 2000 Da 
et peuvent etre par exemple des peptides glycosyles, des metabolites, des vitamines, 
des hormones, des prostaglandines, des toxines ou divers medicaments, les 
nucleosides et les nucleotides. 

Le terme "anticorps" inclut les anticorps polyclonaux ou monoclonaux, les 
anticorps obtenus par recombinaison g6netique et des fragments d'anticoips. Le 
terme "antigfcne" designe un compose susceptible d'etre reconnu par un anticorps 
dont il a induit la synthese par une reponse immune. Le terme "proteine" inclut les 
holoproteines et les heteroproteines comme les nucleoproteines, les lipoproteines, les 
phosphoproteines, les metalloproteines et les glycoproteines aussi bien fibreuses que 
globulaires. 
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Letape de traitement avec un milieu susceptible de creer des interactions 
acido-basiques avec les fonctions hydrophiles reactives, conferant un caractere 
hydrophile a la surface, peut egalement etre suivie par une etape de greffage 
chimique sur les fonctions hydrophiles presentes en surface, de groupements 

5 hydrophobes. Un tel greffage confere alors des proprietes hydrophobes a la surface, 
proches de ses proprietes initiates. Les groupes de type silane comme les thiolsilanes, 
tel que le mercaptopropyltrimethoxysilane, les alkylsilanes, tels que le 
dimethylethoxysilane (DMES) et le w-octadecyltriethoxysilane, sont des exemples de 
groupements hydrophobes utilisables. 

10 Les etapes de greffage chimique de groupements hydrophobes ou hydrophiles 

sont effectuees selon des techniques bien connues de Thomme de Tart. 

La presente invention a egalement pour objet un procede pour modifier 
localement la surface du polymere constitutif du support d'une carte d'analyse selon 
Tinvention. Ce procede consiste a realiser : 

15 - des zones hydrophobes en surface du polymere en effectuant sur les zones 



a modifier : 



20 



(1) une etape de traitement de ladite surface, realisee a une temperature 
superieure a la temp6rature de transition vitreuse du polymere, avec un 
milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les 
fonctions hydrophiles reactives, ce traitement entrainant la migration en 
surface des fonctions hydrophiles reactives presentes dans la masse du 
polymere et eventuellement, leur hydrolyse en d'autres fonctions 
hydrophiles reactives, suivie, 



25 



(2a) d ! une etape de greffage chimique, sur les fonctions hydrophiles presentes 
en surface, de groupements hydrophobes, 



- des zones hydrophiles sont realisees en surface du polymere en effectuant 
sur les zones a modifier : 



30 



(1) une etape de traitement de ladite surface, realisee a une temperature 
superieure a la temperature de transition vitreuse du polymere, avec un 
milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les 
fonctions hydrophiles reactives, ce traitement entrainant la migration en 
surface des fonctions hydrophiles reactives presentes dans la masse du 
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polymere et eventuellement, leur hydrolyse en d'autres fonctions 
hydrophiles reactives, suivie eventuellement, 
(2b) d'une etape de greffage chimique, sur les fonctions hydrophiles presentes 
en surface, de ligands biologiques, par exemple, choisis parmi les 
polynucleotides, les antigenes, les anticorps, les polypeptides, les 
proteines et les haptenes. 
Pour modifier localement la surface du polymere, l'utilisation de masques ou la 
circulation de fluides, pourra, par exemple, etre mise en oeuvre. 

L'utilisation de masques permet de ne mettre que les surfaces non masquees en 
contact avec des solutions et done de ne modifier que celles-ci. 

Par contre, lorsque la circulation d ! eau ou d'autres solutions est utilisee, il faut 
que la structure de la carte se prete k une modification limitee aux zones desirees. En 
jouant sur la forme des embranchements ou intersections entre canaux, il est possible 
de creer des vannes. La fig.3 represente une intersection 4 amenagee sur un support 
de carte d'analyse selon Tinvention et comportant un premier canal 5 et un deuxieme 
canal 7 se rejoignant pour former un canal commun 6. La circulation d'un fluide 
hydrophile, par exemple 1'eau, dans les canaux 5 et 6 dans le sens fl permet de faire 
migrer en surface les chaines hydrophiles prSsentes dans le polymfcre, rendant ainsi 
la surface des canaux 5 et 6 hydrophile. Aussi, si une solution aqueuse est acheminee 
dans le canal 6, dans le sens inverse f2, elle choisira preferentiellement au niveau de 
Fembranchement 4, le canal 5, plutot que le canal 7 qui est reste hydrophobe. 

La presente invention a done 6galement pour objet les cartes d'analyse selon 
Tinvention dont le support a une surface modifiee, au moins en partie, grace au 
procede ci-dessus. 

II est tres important de controler localement le caractere 
hydrophobe/hydrophile des cartes d'analyse. Par exemple, dans le cas des cartes 
d'analyse destinees a des echantillons contenant des proteines, il est connu que 
certaines proteines s'adsorbent preferentiellement sur des surfaces hydrophobes. 
Aussi, pour eviter de perdre des proteines sur la surface des canaux ou des puits, il 
est important de modifier leur paroi, de maniere a les rendre hydrophiles, 
eventuellement non chargees. 
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De meme, pour des cibles nucleiques, une surface hydrophile chargee 
negativement empeche preferentiellement ces molecules de s'adsorber par repulsion 
electrostatique. Au contraire, il peut egalement Stre envisage d'adsorber des proteines 
sur des parois ou des zones determinees. II est alors necessaire de rendre ces zones 
5 hydrophobes. Cependant, Padsorption de proteines sur des parois hydrophobes 
change la nature de ces dernieres. 

Pour mettre en evidence l'adsorption de ligands biologiques sur la surface des 
cartes d'analyses et en particulier de cibles ADN, on peut par exemple injecter une 
solution initiale de cibles en concentration connue et recuperer la solution en sortie 
10 du circuit fluidique. Ces deux solutions sont ensuite soumises a une reaction 
^amplification de type PCR et deposees sur gel d'electrophorese. La quantification 
est alprs effectuee en comparant l'intensite des bandes d'electrophorese obtenues. Des 
marqueurs fluorescents s'intercalant dans 1'ADN double brin peuvent egalement etre 
utilises. 

15 A titre d'exemples non limitatifs selon l'invention, des support de cartes 

d'analyse selon la fig.l ou la fig.2 sont realises par moulage a 200°C, soit de granules 
de polyethylene fonctionnalise avec 0,26 % en poids d'anhydride maleique 
(reference : PEgAM XA 255 de la societe SOLVAY), soit de granules de 
polypropylene fonctionnalise avec 0,05 % en poids d'anhydride maleique (reference : 

20 PRIEX GP 12 de la societe SOLVAY), soit de granules de polypropylene 
fonctionnalise avec 0,08 % en poids d'anhydride maleique (reference : PRIEX GP 13 
de la societe SOLVAY). Le polyethylene utilise a une temperature de transition 
vitreuse de l'ordre de -120 °C et les polypropylenes utilises ont une temperature de 
transition vitreuse proche de l'ordre de -20°C. Ces polymeres sont done 

25 caoutchoutiques a temperature ambiante. 

Uecoulement et la formation de bulles apres plusieurs passages sur les supports 
de carte d'analyse selon l'invention sont etudies visuellement, par exemple, par 
l'intermediaire d'une camera et d'un microscope. 

Pour des raisons pratiques, les mesures d'angle de contact avec Teau, mettant 

30 en evidence les difFerentes proprietes hydrophile/hydrophobe de surface obtenues 
grace au procede selon l'invention, sont realisees sur des supports plans et non sur 
ces supports munis de puits ou de canaux. 
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Les exemples ci-apres illustrent done le precede de modification de surface 
selon I'invention et mettent en evidence les propri&es hydrophile/hydrophobe de 
surface obtenues. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 

Des support plans de dimension 25x15x0,5 mm 3 de polyethylene fonctionnalise 
avec 0,26 % en poids d'anhydride maleique (EXEMPLE 1), ou de polypropylene 
fonctionnalise avec 0,05% (EXEMPLE 2) ou 0,08% en poids (EXEMPLE 3) 
d'anhydride maleique, sont realises comme suit : 

I* polymere fonctionnalise est introduit, sous forme de granules, dans un 
moulc cn acier et Pensemble est insere dans une presse dont les plateaux sont 
maintcnus k 200°C. Aprfcs 10 minutes de s6jour, le support obtenu est refroidi, en 
presence d'une masse appliquee, destinee a limiter toute deformation. Le support est 
ensuite place entre deux lames de verre greffees avec du «-octadecyl-triethoxysilane 
(OTES) (obtenues par immersion de lames de verre pendant 15 minutes dans un 
melange acide sulfurique/eau oxygenee a 30°, 70/30, v/v, suivie d'un ravage a l'eau 
ultrapure et d'une immersion pendant 15 heures dans une solution d'OTES k 2 % 
dans le toluene anhydre) et reintroduit dans une etuve thermostatee a 180°C. Une 
masse est appliquee sur cet assemblage et l'etuve est mise sous vide primaire, afin de 
limiter les phenomenes d'oxydation. Apres 1 heure 30 minutes, le vide est rompu et 
I'assembiage est refroidi lentement Le support est alors lave pendant deux heures 
avec du chloroforme, puis seche. 

A titre de comparaison, des supports realises en polyethylene hyper haute 
densite (reference: PE-hhd ELTEX de la societe SOLVAY)(PE) ou en 
polypropylene (reference : PP 3120 de la societe APPRYL)(PP) sont prepar6s, selon 
le meme mode operatoire, en rempla9ant les lames de verre greffees avec de TOTES, 
par des lames de verre simples. 

Les angles de contact obtenus au mouillage de la surface des support des 
EXEMPLES 1 a 3 avec de l'eau ultra pure (9 a ) et au demouillage de la surface (9 r ) 
ont ete mesures. Lhysteresis A0 = e a -9 r rend compte de la reorganisation de la 
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surface avec I'eau. Les resultats obtenus avec les EXEMPLES 1, 2 et 3 sont 
compares avec ceux obtenus avec les supports PE et PP. 

Les angles de contact donnes dans le TABLEAU 1 ci-apres sont des angles 
moyens calcules a partir de l'ensemble des mesures effectuees sur une surface. lis 
5 sont completes par un ecart type rendant compte de llieterogeneite de la surface 
etudiee. 



TABLEAU 1 



CARTE 


0 a ,° 


e r ,° 


A6,° 


PE 


103,7 ± 0,77 


101,4 ±0,81 


2,3 


EXEMPLE 1 


75,2 ±4,5 


44,1 ±7,2 


24 


PP 


104,7 ± 2,0 


98,0 ±2,5 


6,7 


| EXEMPLE 2 


98,8 ± 6,1 


81,0 ±5,8 


17,8 


EXEMPLE 3 


84,2 ±2,7 


66,7 ±5,5 


17,5 



Les angles de contact obtenus pour les polyolefines non fonctionnalisees 

10 correspondent aux valeurs trouvees dans la litterature. 

Les angles de contact obtenus pour les EXEMPLES 1, 2 et 3, tant au 
mouillage qu'au demouillage, sont plus faibles que ceux obtenus avec les 
polyolefines non fonctionnalisees. Cette diminution assez importante est attribuee a 
la presence des groupements polaires de type anhydride maleique ou -COOH 

15 presents en surface et ceci, malgre des taux ^incorporation faibles (0,26 % au 
maximum pour 1 'EXEMPLE 1). 

De plus, l'augmentation de A0 obtenu avec les EXEMPLES 1, 2 et 3 par 
rapport aux polyolefines non fonctionnalisees correspondantes, prouve la 
reorganisation des groupements de surface des supports sous Taction d'un milieu 

20 susceptible de creer des interactions acido-basiques : sous la goutte d'eau, les 
fonctions d'anhydride maleique sont attirees en surface et s'orientent vers le liquide et 
certaines de ces fonctions d'anhydride maleique sont hydrolysees pour donner des 
fonctions acides -COOH. 
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EXEMPLE 4 

Sur le support de 1'EXEMPLE 1, on fait circuler, a temperature ambiante, de 
Teau pure, puis ce support est plonge, toujours k temperature ambiante, pendant 15 
heures, dans une solution contenant 2 % en poids de dimethylethoxysilane (DMES) 
dans du toluene anhydre. 

Avant de mesurer les angles de contact, les supports sont rincees au 
chloroforme pour garantir l'extraction des polycondensats de silane physisorbes a la 
surface du polymere. 

Les angles de contact de Teau obtenus sont presentes dans le TABLEAU 2 ci- 

apres. 



TABLEAU 2 



CARTE 


6a 


Or 


AO 


PE 


103,7 + 0,77 


101,4 ±0,81 


2,3 


EXEMPLE 1 


75,2 ±4,5 


44,1 ±7,2 


24 


EXEMPLE 4 


102,8 ±2,6 


76,4 ±4,7 


26,4 



Ces r&ultats montrent que le greffage de DMES permet d'obtenir une surface 
presentant un caractere hydrophobe proche de celui obtenu avec un support realise 
en polyethylene non modifi<§ (PE). 



EXEMPLE 5 

Cinq traitements differents sont effectuSs, a temperature ambiante, sur le 
support de TEXEMPLE 1, dans le but de caracteriser Tadsorption et/ou le couplage 
d'oligonucleotides sur le polymere fonctionnalise : 

EXEMPLE 5 A : EXEMPLE 1 active par du carbodiimide 

EXEMPLE 5B : EXEMPLE 1 traite par immersion dans l'eau pendant 15 heures 

EXEMPLE 5C : EXEMPLE 1 traite par immersion dans Teau pendant 15 heures et 
active par du carbodiimide. 
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EXEMPLE 5D : EXEMPLE 1 traite par immersion dans une solution aqueuse 
d'hydroxyde de potassium (> 10 mM) pendant 15 heures. 

5 EXEMPLE 5E : EXEMPLE 1 traite par immersion dans une solution aqueuse 
d'hydroxyde de potassium (> 10 mM) pendant 15 heures et active par du 
carbodiimide. 

Les EXEMPLES 5A a 5E sont soumis au test ELOSA (de l'anglais "Enzyme- 
10 Linked OligoSorbent Assay », on pourra se referer a F. Mallet et al 9 J. Clin. 
Microbiol., 1993, 31(6), 1444-1449 et a WO 91/19812), de detection d'acides 
nucleiques sur support solide. Ce test, reposant sur Thybridation moleculaire entre 
oligonucleotides et acides nucleiques cibles, est effectue, dans le cas present, pour 
detecter la presence ou non d'une "sonde de capture" sur un support solide. Un acide 
15 nucleique cible possedant une sequence complementaire de celle de Toligonucleotide 
(ODN de capture), est mis en contact avec la carte d'analyse. La complementarite des 
sequences entraine une hybridation des deux molecules. Un ODN de detection est 
ensuite ajoutg. II s f hybride sur une sequence complementaire de la cible, differente 
de la premiere. L'enzyme catalyse ensuite la transformation d'un substrat en un 
20 produit detectable, dont la concentration est proportionnelle a la concentration en 
cible. 

L'ODN cible utilise de SEQ ID n°l comprend 78 bases : 
SEQ ID n°l : 5'-AAG TAT CCC CAT AAG TTT CAT AGA TAT ATT GTT CTA 
AGC TAT GGA GCC ATA TCC TAG GAA AAT GTC TAA CAG CTT CAC-3* 
25 LODN de capture utilise de SEQ ID n°2 comprend 20 bases et comporte un 

bras amine en position 5', comrae decrit dans la demande de brevet publiee sous le 
numero WO 91/19812: 

SEQ ID n°2 : 5'- TAT GAA ACT TAT GGG GAT AC -3* 

Ce test comprend quatre etapes : une etape ^immobilisation de 1'ODN de 
30 capture, une etape d'incubation de la cible sur 1'ODN de capture immobilise, une 
etape d'incubation de TODN de detection sur la cible et une etape d'analyse 
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colorimetrique, correspondant a la reaction enzymatique. Ce test se deroule de la 
maniere suivante. 

Une 6tape ^immobilisation de TODN de capture correspond a la mise en 
presence de la sonde de capture sur le support polymere. La sonde de capture utilisee 
est terminee par une fonction amine aliphatique primaire. En cas de couplage avec 
une fonction anhydride en surface, le couplage est assure par la reaction directe de 
cette fonction avec la fonction amine primaire de TODN de capture. Pour le cas, ou 
les groupements presents en surface seraient des fonctions -COOH issues de 
Thydrolyse des anhydrides, un agent d'activation tel le l-ethyl-3-(3- 
dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) est utilise. 

Typiquement, 40 fd d'une solution contenant 0,05 pmole/jil d'ODN de capture, 
en presence ou non de 0,2 pmole/jil d ! EDC en tampon Phosphate 10 mM, pH 6,8 
sont places en contact avec la surface pendant 1 heure. Le support est ensuite lave 
par le tampon de lavage (tampon Phosphate 0,05 M, NaCl 0,1 5 M, Tween 20 0,05 %, 
pH 7,2) afin d'eliminer les biomolecules faiblement absorbees. Ce tampon est utilise 
dans toutes les etapes de lavage. 

L'incubation de la cible est realisee en deposant, pendant 1 heure, 40 jal d'une 
solution contenant 10 12 copies/ml de tampon dliybridation (phosphate 0,06 M, NaCl 
0,9 M, ADN de sperme de saumon 50 mg/ml, lait en poudre 3 % en poids, Triton 
0,05 %, pH 7,4). En fin d'incubation, le support est rince par le tampon de lavage. 

L'ODN de detection de SEQ ID n°3 est un conjugue constitue d*un fragment 
decide nucleique de 23 bases complementaire de la cible et greffe en position 5' sur 
une enzyme, l" r Horse Radish Peroxydase" ou HRP, comme decrit dans la demande 
de brevet publiee sous le numero WO 91/19812 : 
SEQ ID n°3 : 5'-GAA GCT GTT AGA CAT TTT CCT AG -3* 

L'hybridation de ce conjugue sur la cible immobilisee est realisee en laissant 
incuber, pendant 1 heure, 40 \i\ d'une solution d'ODN de detection a 0,05 pmole/ml 
de tampon d'hybridation. En fin d'incubation, le support est rince par le tampon de 
lavage. 

L'analyse colorimetrique est realisee de la maniere suivante. Les echantillons 
sont mis en presence du substrat colorimetrique de FHRP, Fortho-phenylene diamine 
ou OPD. Initialement incolore, celui-ci est transforme par THRP en un produit 
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colore, l'orthonitroaniline. Apres 10 minutes de revelation, la reaction enzymatique 
est stoppee par ajout d f une solution decide sulfurique IN dans le milieu. La densite 
optique (DO) de la coloration, proportionnelle a la quantite d'enzyme, et done a la 
quantite de cibles hybridees, estmesuree a 492 nanometres. 

5 Ce test permet done de caracteriser l'adsorption et/ou le couplage 

^oligonucleotides sur le polymere etudie. II permet egalement de determiner la 
nature des fonctions chimiques presentes a la surface des echantillons. La presence 
de la sonde de detection reflete en effet, la presence prealable de la sonde de capture 
sur la surface (quelle soit adsorbee ou couplee), done la presence d f un site 

10 reactionnel. 

Les resultats obtenus apres test ELOSA sur TEXEMPLE 1 et les 
EXEMPLES 5A a 5E par detection colorimetrique sont presentes a la fig, 4. Ces 
resultats prouvent que des fonctions -COOH, presentes a la surface des supports des 
EXEMPLES 5C et 5E, sont couplfies avec des biomolecules. Aussi ces r6sultats 
15 demontrent que le traitement de la surface du polymere fonctionnalise a l f anhydride 
maleique avec de 1'eau ou une solution d'hydroxyde de potassium attire les fonctions 
d'anhydride maleique du volume vers la surface puis les hydrolyse en fonctions 
-COOH. 



20 
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REVENDICATIONS 

1 - Carte d'analyse dont le support est fabrique a partir d'un polymere, caracterisee 
en ce que ce polymere : 

- a une temperature de transition vitreuse inferieure a 60°C, et 

- est hydrophobe en Tabsence de fonctionnalisation, et 

- est fonctionnalise dans sa masse par des fonctions hydrophiles reactives, 
ou generatrices de fonctions hydrophiles reactives. 

2 - Carte d'analyse selon la revendication 1 caracterisee en ce que le polymere est 
fonctionnalise dans sa masse par des fonctions hydrophiles reactives, ou generatrices 
de fonctions hydrophiles reactives choisies parmi les fonctions anhydride, epoxyde, 
acide carboxylique, hydroxyle ou amine primaire. 

3 -Carte d'analyse selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que le 
polymere a une temperature de transition vitreuse inferieure & 37°C, 
preferentiellement inferieure a 20°C. 

4 - Carte d'analyse selon la revendication 3, caracterisee en ce que le polymere 
utilise est une polyolefine fonctionnalisee. 

5 - Carte d'analyse selon la revendication 4, caracterisee en ce que le polymere 
utilise est un polyethylene fonctionnalise. 

6 - Carte d'analyse selon la revendication 4, caracterisee en ce que le polymere 
utilise est un polypropylene fonctionnalise. 

7 - Carte d'analyse selon Tune quelconque des revendication 1 a 6, caracterisee en 
ce que le polymere est fonctionnalise par de 1'anhydride maleique. 

8 - Carte d'analyse selon la revendication 7, caracterisee en ce que le polymere 
contient de jusqu'a 2%, de preference jusqu'a 0,3% en poids d'anhydride maleique. 

9 - Procede pour modifier, au moins en partie, la surface du polymere constitutif 
du support d f une carte d'analyse selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce qu'il comprend une etape de traitement de ladite surface, realisee a 
une temperature superieure a la temperature de transition vitreuse du polymere, avec 
un milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les fonctions 
hydrophiles reactives, cette etape de traitement entrainant la migration en surface des 
fonctions hydrophiles reactives presentes dans la masse du polymere et 
eventuellement leur hydrolyse en d'autres fonctions hydrophiles reactives. 
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10 - Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que le milieu susceptible 
de creer des interactions acido-basiques avec les fonctions hydrophiles reactives est 
un liquide contenant au nioins 50 % en poids d'eau. 

11- Proced6 selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que l'etape de 
5 traitement est suivie par une etape de greffage chimique, sur les fonctions 

hydrophiles reactives presentes en surface, de ligands biologiques. 

12 - Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que les ligands 
biologiques sont choisis parmi les polynucleotides, les antigenes, les anticorps, les 
polypeptides, les proteines, et les haptenes. 

10 13 -Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que l'etape de 
traitement est suivie par une etape de greffage chimique, sur les fonctions 
hydrophiles presentes en surface, de groupements hydrophobes. 

14 -Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que les groupements 
hydrophobes sont choisis parmi les thiolsilanes et les alkylsilanes. 
15 15 -Procede pour modifier localement la surface du polymere constitutif du 
support d'une carte d f analyse selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que : 

(1) une etape de traitement de ladite surface, realisee a une temperature 
superieure a la temperature de transition vitreuse du polymere, avec un 
20 milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les 

fonctions hydrophiles reactives, cette etape de traitement entrainant la 
migration en surface des fonctions hydrophiles reactives presentes dans 
la masse du polymere et eventuellement, leur hydrolyse en d'autres 
fonctions hydrophiles reactives, suivie, 
25 (2a) d'une etape de greffage chimique, sur les fonctions hydrophiles reactives 

presentes en surface, de groupements hydrophobes, 
- des zones hydrophiles en surface du polymere en effectuant sur les zones a 
modifier : 

(1) une etape de traitement de ladite surface, realisee a une temperature 
30 superieure a la temperature de transition vitreuse du polymere, avec un 

milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les 
fonctions hydrophiles reactives, cette etape de traitement entrainant la 
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migration en surface des fonctions hydrophiles reactives presentes dans 
la masse du polymere et eventuellement, leur hydrolyse en d'autres 
fonctions hydrophiles r&tctives, suivie eventuellement, 
(2b) d'une etape de greffage chimique, sur les fonctions hydrophiles rSactives 
presentes en surface, de ligands biologiques. 
16 - Procede selon la revendication 15, caracterisS en ce qu'a l'etape de traitement 
(1), le milieu susceptible de creer des interactions acido-basiques avec les fonctions 
hydrophiles reactives est un liquide contenant au moins 50 % en poids d'eau. 

17- Carte d'analyse selon l*une quelconque des revendications 1 a 8, caracterisee 
en ce que son support a une surface modifiee, au moins en partie, selon le procede de 
I'une quelconque des revendications 9^16. 
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LISTAGE DES SEQUENCES 

INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT : 

(A) NOM:BIOMERIEUX 

(B) NOM : CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 
(C. N. R. S.) 

(ii) TITRE DE L'lNVENTION : Cartes d'analyse 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 3 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Floppy disk 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D'EXPLOITATION : Windows 95 

(D) LOGICIEL : Microsoft Office Word pour Windows 95 
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INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 78 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : cible synthetique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 1 
AAGTATCCCC ATAAGTTTCA TAGATATATT GTTCTAAGCT 
10 20 30 40 

ATGGAGCCAT ATCCTAGGAA AATGTCTAAC AGCTTCAC 
50 60 70 

INFORM ATION SUR LA SEQ ID NO 2 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 20 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : sonde de capture 

(D) AUTRES INFORMATIONS : oligonucleotide couple par synthese chimique 
a un bras portant une fonction amine en position 5'. 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 2 
TATGAAACTT ATGGGGATAC 
10 20 
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INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 3 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 23 nucleotides 

(B) TYPE: acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : sonde de detection 

(D) AUTRES INFORMATIONS : oligonucleotide couple par synthese chimique 
a THorse Radish Peroxydase" en position 5' 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 3 
GAAGCTGTTA GACATTTTCC TAG 
10 20 
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